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Муковисцидоз (M B) — наиболее распространен­
ное, тяжелое, аутосомно-рецессивное наследствен­
ное заболевание человека, характеризующееся нару­
шением ионного транспорта в эпителии экзокринных 
желез. Причиной этих нарушений являются мутации 
гена трансмембранного регуляторного белка муко- 
висцидоза (cystic fibrosis transmembrane regulator — 
CFTR). Белок CFTR в норме локализован в апикаль­
ной части плазмолеммы эпителиальных клеток, вы­
стилающих выводные протоки всех экзокринных же­
лез, и регулирует электролитный транспорт [14]. Ча­
стота M B в России, по данным разных авторов, ва­
рьирует от 1 : 5465 до 1 : 12 300 новорожденных [ 1, 
2, 4].
В настоящее время для коррекции основных де­
фектов при M B стремительно развивается принципи­
ально новое терапевтическое направление — генная 
терапия. Наличие плазмидных конструкций с ком­
плементарной дезоксирибонуклеиновой кислотой 
(кДНК) гена CFTR открывает возможности для раз­
работки методов генотерапии этого тяжелого и зача­
стую смертельного заболевания. В настоящее время 
такие исследования проводятся во многих научных 
центрах, в 10 из которых они уже находятся на ста­
дии клинических испытаний [7, 13]. Доставка экс­
прессирующих конструкций с кДНК гена CFTR осу­
ществляется с помощью различных вирусных или 
невирусных (липосомных) носителей, каждый из ко­
торых имеет свои преимущества и недостатки [8 , 
10]. Поиск новых носителей, обеспечивающих эф­
фективную и безопасную доставку кДНК гена CFTR 
в клетки дыхательного эпителия, остается весьма ак­
туальным.
Целью настоящего исследования является изуче­
ние особенностей разности назальных потенциалов и 
иммуногистохимической окраски белка CFTR в биоп- 
татах назального эпителия у больных муковисцидо- 
зом с различными мутациями в гене CFTR, а также
отработка условий доставки маркерных генов в эпи- 
тельные клетки легких in vivo в условиях экспери­
мента.
Трансэпителиальную разность назальных потенци­
алов (РНП) измеряли по методу Knowels и соавт. 
[12]. Суть метода состоит в измерении разности по­
тенциалов между электродами, один из которых рас­
полагается на поверхности слизистой оболочки носа, 
а второй — на коже предплечья, предварительно за­
чищенной с помощью скраба [3].
Обследовано 28 больных, у 13 из которых диагноз 
муковисцидоза был подтвержден клиническим об­
следованием, генетическим анализом на наличие 
мутаций в гене CFTR и измерением хлоридов пото­
вой жидкости. Контрольную группу (15 человек) со­
ставили больные с хроническими неспецифическими 
заболеваниями легких (ХНЗЛ) — хроническим 
бронхитом, бронхоэктатической болезнью, бронхи­
альной астмой, облитерирующим бронхиолитом.
В обеих группах разницы величин назальных по­
тенциалов в зависимости от пола зарегистрировано 
не было. Значения РНП у больных M B  составили в 
среднем -44,7+2,2 mV (пределы от -32,5 до -68,9 
mV), в контрольной группе -17,2+1,8 mV (пределы 
от -6,8 до —30,2 mV), отличаясь с высокой достовер­
ностью при р<0,0001 (рис. 1).
Заслуживает внимания факт, что у 6 пациентов из 
группы больных M B хлориды пота имели нормаль­
ные или пограничные значения (от 24 до 62 
ммоль •л'), что затрудняло верификацию диагноза 
на начальном этапе. Значения РНП у этих больных 
были сравнимы с "РНП-профилем", характерным для 
MB. После выполнения генетического исследования 
оказалось, что 1 больной имел delF508 в гомозигот­
ном состоянии, у 4 delF508 в компаунде с 1366del5, 
3849+10 kb С-»Т и unknown, 1 больной имел 
N1303K в компаунде с 2143delT, т.е и у больных с 
более легким течением муковисцидоза РНП была
изменена так же, как у больных с типичной 
клиникой МВ.
В то же время у 3 пациентов из группы больных 
ХН ЗЛ  (2 больных с бронхиальной астмой и 1 с од­
носторонними бронхоэктазами) были зарегистриро­
ваны повышенные значения хлоридов потовой жид­
кости (66— 74 ммоль-л1), однако значения РНП у 
них оставались низкими (-6 ,8 , -16,2, -22,0 т У ) .
В настоящее время измерение хлоридов потовой 
жидкости остается практически единственно доступ­
ным методом диагностики М В в ряде лечебных уч­
реждений России. Принимая во внимание нередкие 
случаи нормальных или пограничных значений хло­
ридов потовой жидкости у больных со среднетяже­
лой клинической картиной М В  или повышений хло­
ридов пота у больных ХНЗЛ, возникает необходи­
мость в дополнительных, более чувствительных диа­
гностических методах.
РНП является легко выполнимым тестом и не тре­
бует дополнительных навыков. Благодаря этому ме­
тоду удается исключить спорные вопросы при ди­
агностике М В  в случаях, когда клиническое обследо­
вание, повторные измерения хлоридов потовой жид­
кости и ДНК-анализ не дают однозначных результа­
тов [3].
Для анализа локализации белкового продукта ге­
на СБТИ в клетках назального эпителия были ис­
пользованы моноклональные антитела М А Т в 1061 
(ТгапБ§епе), специфичные к последовательности 
ЫВБ1 домена СБТИ белка (503— 515 а/к ) [14]. Тре­
тьи антитела были конъюгированными с Б1ТС, по­
этому место локализации белка СБТ1? под микроско­
пом выявлялось по наличию специфического зелено­
го свечения. Материал для исследования был полу­
чен из средней части носовой полости пациентов под 
местным наркозом путем браш-биопсии участка на­
зального эпителия размером примерно 1 мм. Нами 
было обследовано 13 больных М В  в возрасте от 5 до 
23 лет (средний возраст 17 лет), из них 9 мужчин 
(мальчиков) и 4 женщины (девочки). Обследованные 
больные М В  имели следующие генотипы: 9 — 
бе1Б508/с1е1Б508; 1 —  с1е1Б508/Ш1282Х; 1 — 
с1е1Б508/ 1366с1е1, 1 —  N1303К/2143с1е1Т, 1 — 
с!е1Р508/3732с1е1А. Результаты иммуногистохимиче- 
ского анализа биоптатов назального эпителия в кон­
троле и у больных М В приведены на рис.2. (см 
цветную вклейку). В норме СБТИ-белок четко лока­
лизован в апикальной мембране реснитчатых клеток 
назального эпителия (рис. 2,В). Локализации у боль­
ных М В  заметно отличается от таковой в контроль­
ной группе. Во всех образцах назального эпителия 
пациентов с М В  белок СБТИ присутствовал только в 
цитоплазме эпителиальных клеток, но не определял­
ся в апикальной мембране (рис. 2,А,Б). При этом у 
больных М В  с генотипом бе1Б508/с!е1Р508 и 
с1е1Р508/\\П282Х отмечалось заметное снижение 
концентрации белка СБТЯ в назальном эпителии.
>
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Рис.1. Распределение измерений назальных потенциалов в норме и у 
больных МВ с различными генотипами.
Примечание: получены статистически достоверные отличия (по Стью- 
денту) между контрольной группой и группой больных МВ (р<0,0001).
Полученные результаты подтверждают данные о на­
личии четких морфологических отличий в локализа­
ции белкового продукта гена СБТИ в назальном эпи­
телии у больных М В  и здоровых [6 , 9, 11, 14]. Более 
того, концентрация и распределение этого белка в 
цитоплазме эпителиальных клеток в известной мере 
коррелирует с типом мутационного повреждения ге­
на СБТИ.
Следовательно, согласно нашим данным, иммуно- 
гистохимический анализ белкового продукта гена 
СБТВ в биоптатах назального эпителия, равно как 
и измерение разности назальных потенциалов, могут 
служить дополнительными и информативными ла­
бораторными тестами для дифференциальной диа­
гностики МВ.
С целью разработки экспериментальных основ 
генной терапии муковисцидоза нами была изучена 
способность синтетических микросфер (МФ-2) слу­
жить средством доставки генетических конструкций 
в клетки дыхательного эпителия легких мышей 
после однократного внутриназального введения. 
Опыты проведены с двумя типами плазмид, содержа­
щих маркерный ген Бас2 — с цитоплазматической 
(рСМУ-БасЮ и ядерной (рСМУ-п1зБас2) локализа­
цией р-галактозидазы — продукта экспрессии этого 
гена. Наличие (3-галактозидазы в цитоплазме 
(рСМУ-Бас2) либо только в ядрах (рСМУ-п1зБас2) 
определяли по появлению специфического синего ок­
рашивания после инкубации анализируемого матери­
ала с реагентом Х^а1 [5, 9, 15]. На рис.З представ­
лены количественные показатели уровня экспрессии 
маркерного гена Бас2 на 1, 7, 14, 21 и 60-й дни по­
сле внутриназального введения "несвязанной" плаз­



































































Рис. 3. Количественная зависимость экспрессии маркерного гена рСМ\/-1_асг в различных органах (А-нос; Б-трахея; В-левая доля легкого; Г- 
правая доля легкого) через различные периоды времени после однократного внутриназального введения.
Примечание: при сравнении МФ-2/рСМ\/-1_ас7 с рСМ\/-1_ас2 (* - р<0,05, 
столбики — рСМ\/-1_ас2/МФ-2; — #— интактный контроль.
■ р<0,01). Светлые столбики — рСМ\/-1_асг (“несвязанная” ); темные
МФ-2/рСМУЪас2. Количественные показатели 
уровня экспрессии маркерного гена Ьас2  представ­
лены в единицах относительной световой активнос­
ти (ОСА), полученных на спектрофотометре. Как 
следует из приведенных данных, максимумы экс­
прессии трансгена Ьас2  во всех изученных тканях 
этой серии соответствуют 7-му и 14-му дням, когда 
показатели р-галактозидазной активности на 25-30% 
превышают контрольный уровень (введение "несвя­
занной” плазмиды рСМУ-Ьас2). В дальнейшем, одна­
ко, они прогрессивно снижаются, но даже на 60-й 
день для левой доли легкого они остаются достовер­
но выше фона (р<0,01). Существенно, что наиболее 
высокие показатели р-галактозидазной активности 
(до 60 ОСА) зарегистрированы в обеих легких подо­
пытных мышей на 14-й день после введения, досто­
верно (р<0,05) отличаясь от контроля (введение 
"несвязанной" плазмиды рСМУ-Ьас2) и с высокой 
достоверностью (р<0 ,001 ) отличаясь от интактного 
контроля.
Гистохимическая локализация экспрессии гена 
Ьас2  проведена на замороженных срезах легких че­
рез 14 дней после введения. Как видно на рис.4, (см. 
цветную вклейку), яркая окраска, свидетельствую­
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LacZ+ альвеол на срезе
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М Ф -2 /p C M V -lu c 72 3 2 5 0 0 0
М Ф -2 /p C M V -lu c 59 23 75 0 0
щая о высокой концентрации маркерного белка (3-га- 
лактозидазы, в цитоплазме эпителиальных клеток 
бронхиол и альвеол обнаруживается только на крио- 
статных срезах легких после внутриназального вве­
дения МФ-2/рСМУБас2 (рис.4,А). Она не выявля­
ется на срезах легких после введения комплекса 
МФ-2 частиц с геном люциферазы (контроль) — 
рис.4,Б.
Наличие специфической синей окраски зарегист­
рировано и на тотальных препаратах легких подо­
пытных мышей при том же сроке экспозиции (14 
дней) —  рис.5, см. цветную вклейку. Видно четкое 
специфически синее окрашивание как после введе­
ния рСМУ-Бас2  (рис.5,А), так и после доставки 
рСМУ-п1зБас2 (рис.5,Б). На рис.5,В представлено 
изображение тотального препарата легкого мыши 
после введения генетической конструкции рСМУ- 
1ис/МФ-2 (контроль).
Еще более четкие результаты получены в экспе­
риментах с плазмидой рСМУ-п1зЕас2 , характеризую­
щейся специфической внутриядерной локализацией 
Р-галактозидазы. Единичные ядра альвеолярных кле­
ток, активно экспрессирующих ген Бас2 на 14-й 
день после введения комплекса МФ- 
2/рСМУп1$Бас2, показаны на рис.4,В.
Результаты подсчета числа альвеол, содержащих 
положительные по окраске на (3-галактозидазу ядра, 
приведены в таблице. В подопытной группе (ком­
плекс МФ-2/рСМУп1$Бас2) проанализировано в об­
щей сложности 230 поперечных срезов легких от 3 
мышей и в контрольной (комплекс МФ-2/рСМУ1ис) 
— 131 срез. Среднее количество альвеол на срезе 
для 3 мышей составило 2782, 3069 и 3124. При этом 
среднее количество альвеол, экспрессирующих (3-га- 
лактозидазу, равняется 70,07± 19,97, 84,36±24,55 и 
94,36±26,94 на срезе и в среднем составляет около 
3% .
Полученные результаты по локализации и продол­
жительности экспрессии маркерных генов Бас2  в со­
ставе синтетических микросфер свидетельствуют о 
перспективности использования МФ-2 для доставки 
генетических конструкций с целью лечения муковис-
цидоза, а возможно, и других тяжелых хронических 
заболеваний легких.
В ы в о д ы
1. Показатели разности назальных потенциалов у 
больных M B  достоверно отличаются от таковых у 
больных, страдающих XH3JI.
2. Концентрация и распределение белка CFTR в 
цитоплазме эпителиальных клеток коррелирует с ти­
пом мутационного повреждения гена CFTR.
3. Иммуногистохимический анализ белкового про­
дукта гена CFTR в биоптатах назального эпителия и 
измерение разности назальных потенциалов могут 
служить дополнительными и информативными лабо­
раторными тестами для диагностики MB.
4. Результаты по изучению и продолжительности 
экспрессии маркерных генов Lac2 свидетельствуют 
о перспективности использования МФ-2 для достав­
ки генетических конструкций с целью лечения муко- 
висцидоза и, возможно, других хронических заболе­
ваний легких.
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